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Acetylcholinesterase from Banded krait (Bungarus multicinctus) venom has been purified by
CM-Sephadex chromatography and affinity chromatography to a specific activity of 4290 U/mg.
The purified enzyme is a glycoprotein. It is free of electrophoretically detectable contaminating
proteins. A molecular weight of 140 0005000 has been determined by gradient gel electro-
phoresis for the native enzyme. It is split into two equal-sized subunits (M 70 000*2 000) by
SDS treatment. The N-terminal amino acid analysis gave glycine and serine. The purified acetyl-
cholinesterase can be resolved by disc gel electrophoresis into four and by isoelectric focusing
into six isozymes. The plI value of the main isozyme has been found to be 5.98 +0.05.

Acetylcholinesteraseaktivitit wurde zum ersten
Mal von Iyengar et al. [1] im Schlangengift und
zwar bei der Kobra gefunden. Nach Zeller [2]
kommt das Enzym im Gift vieler Giftnattern (Ela-
pidae) vor. Kumar und Elliott [3, 4] gelang es als
ersten, die Acetylcholinesterase aus dem Gift einer
Schlange, namlich des Krait (Bungarus fasciatus),
zu isolieren. Wir beschreiben in der vorliegenden Ar-
beit die Reinigung und Eigenschaften des Enzyms
aus dem Gift des gestreiften Krait (Bungarus multi-
cinctus). Die Acetylcholinesterase dieser Bungarus-
spezies war bisher nur elektrophoretisch abgetrennt
[5], nicht aber rein dargestellt worden; ihre spezi-
fische Aktivitdt ist im Rohgift rund achtmal héher
als die des Enzyms im Kobragift [5, 6].

Material und Methoden

1. Materialien

Gefriergetrocknetes Gift von Bungarus multicinc-
tus wurde von den Miami Serpentarium Laboratories

* Gegenwirtige Anschrift: Firma E. Merck, Darmstadt.

Enzym: Acetylcholinesterase, Acetylcholin-Hydrolase (E. C.
3.1.1.7).

Abkiirzungen: BSA, Rinderserumalbumin; Dansyl-, 5-Di-
methylamino-1-naphthalinsulfonyl-; DTNB, 5,5-Dithiobis- (2-
nitrobenzoesdure) ; SDS, Natriumdodecylsulfat.

Sonderdruckanforderungen an Dr. H. Grofmann, Universi-
tit Regensburg, Institut fiir Chemie, Universitdtsstrafle 31,
D-8400 Regensburg.

(Miami, Florida, USA) bezogen und bei — 25 °C
gelagert.CM-Sephadex C-25 und Sepharose 4B sind
von der Deutschen Pharmazia (Freiburg), die Ver-
gleichsproteine zur Molekulargewichtsbestimmung
von Boehringer Mannheim GmbH, Phosphatidyl-
athanolamin und Phosphatidylserin aus Rinderhirn
von Koch-Light Laboratories Ltd. (Colnbrook, Eng-
land), Dimethylformamid (Silylation Grade) und
N-Ethylmorpholin (Sequanal Grade) von Pierce
Eurochemie B.V. (Rotterdam, Holland). Alle ande-
ren Chemikalien stammen von den Firmen Merck
(Darmstadt) oder Serva (Heidelberg). Tetramethyl-
ammoniumchlorid wurde aus Athanol/Essigester um-
kristallisiert. Es wurde nur mit quarzbidestilliertem
Wasser gearbeitet. Zur Chromatographie der Dansyl-
Aminosauren wurden DC-Fertigfolien A 1700 Mikro-
polyamid von Schleicher & Schiill (Dassel) und zur
Elektrofokussierung Ampholine PAGplates von LKB
Instrument GmbH (Gréfelfing) verwendet.

2. Bestimmung der Enzymaktivitat und
Proteinkonzentration

Zur Aktivitdtsbestimmung wurde routinemiBig
die photometrische Methode von Ellman [7] mit
Acetylthiocholin als Substrat (0,48 mM) angewandt;
die Bestimmung erfolgte bei 25 °C. Stark aktive
Enzymlosungen wurden mit 0,01-proz. BSA in
0,15 MNaCl verdiinnt. 1 Aktivitatseinheit (U) ent-
spricht dem Umsatz von 1 umol Substrat pro Mi-
nute. Proteinkonzentrationen wurden mit einer abge-
wandelten Lowry-Methode [8] bestimmt.
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3. Synthese des Inhibitors und Herstellung
des Affinitatsgels

Die Synthese des Acetylcholinesteraseinhibitors
m-[6-(6-Aminocaproylamino) caproylamino] phenyl-
trimethylammoniumbromid-hydrobromid und seine
Kupplung an Sepharose 4B erfolgte wie frither [9]
beschrieben.

4. Reinigung der Acetylcholinesterase

Alle Arbeitsginge wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

a) Ionenaustauschchromatographie an CM-Sepha-
dex: Hier wurde nach Mebs et al. [10] verfahren.
500 mg Gift wurden in 5,0 ml 0,05M Ammonium-
acetatpuffer, pH 5,8 gelost und auf eine Saule
(2,0 x 19 cm) mit 60 ml CM-Sephadex C-25 aufge-
tragen, die mit diesem Puffer dquilibriert war. Die
Séule wurde dann bei einer Durchflugeschwindig-
keit von 35 ml/h mit einem linearen Gradienten von
350 ml des obigen Puffers gegen 350 ml 0,5M Am-
moniumacetatpuffer, pH 7,0 eluiert und das Eluat in
Fraktionen zu 6 ml aufgefangen. Nach Erscheinen des
a-Bungarotoxin-Peaks wurde die Gradientenelution
abgebrochen und die restlichen Giftbestandteile mit
1,0 M Ammoniumacetatpuffer, pH 7,0 vollends auf
einmal ausgewaschen. Alle Fraktionen mit einer
héheren Acetylcholinesteraseaktivitit als 20 U/ml
wurden vereinigt, gegen zwei Portionen mit je 21
0,15 M NaCl in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,4 dialy-
siert und 1 h bei 48 000 x g zentrifugiert. Der klare
Uberstand wurde affinitéitschromatographisch weiter-
gereinigt.

b) Affinititschromatographie: Der Uberstand
wurde bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von
20 ml/h iiber eine Saule (1,2x17,5cm) mit 20 ml
Affinititsgel (Beladung 2,0 mmol Inhibitor/l) ge-
schickt, die mit 0,15 M NaCl in 0,01 Phosphatpuffer,
pH 7,4 aquilibriert worden war. Dann wurde mit
300 m! desselben Puffers und mit 50 ml 0,5 m NaCl
in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,4 nachgewaschen.
Mit 0,2 M Tetramethylammoniumchlorid plus 0,5 M
NaCl in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7.4 wurde die
Acetylcholinesterase als scharfer Proteinpeak von
der Siule eluiert. Zur Entfernung des Tetramethyl-
ammoniumchlorids wurde gegen 0,15M NaCl in
0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,4 dialysiert und an-
schlieBend 1 h lang bei 48 000 x g zentrifugiert. Die
Affinitdtssdule wird noch mit 1 M NaCl und 0,02 M
NaN; in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,4 ausgewa-
schen und kann dann wieder benutzt werden.

5. Untersuchungsmethoden

a) Polyacrylamid-Gelelektrophorese : Disk-Elektro-
phorese wurde in 5-proz. Gelen mit Tris/Glycinpuffer,
pH 8,3 durchgefiihrt [11]. Lineare Gradientengele
mit 4 bis 26% Monomergehalt wurden nach der
Methode von Lorentz [12] hergestellt. Zur Moleku-
largewichtseichung wurden die mit Glutaraldehyd
vernetzten Oligomeren des Rinderserumalbumins
(Mr 68 000 und vielfaches davon) [13] benutzt.
SDS-Gelelektrophorese wurde nach der Standard-
methode von Weber et al. [14] in 5-proz. Gelen
durchgefiihrt. Als Eichproteine zur Molekularge-
wichtsbestimmung dienten hier RNA-Polymerase
(M, 165000, 155000, 39000), Phosphorylase a
aus Kaninchenmuskel (M, 100 000), Rinderserum-
albumin (M, 68 000), Katalase (M, 58 000) und
Chymotrypsinogen A (M, 25 700).

Die Anfarbung auf Protein erfolgte mit Coomas-
sie Brillant Blue R 250 [14]. Esteraseaktivitat wurde
durch Spaltung von 1-Naphthylacetat und anschlie-
Bende Kupplung mit Fast Blue RR lokalisiert [15].
Glykoproteide wurden mit Perjodsaure-Schiff-Rea-
genz [11] und Liproproteide mit Sudanschwarz B
[11] angefarbt.

Die Gele wurden bei 560 nm (Proteinfarbung),
590 nm (Esteraseanfarbung) bzw. 545 nm (Zucker-
farbung) densitometrisch ausgemessen.

b) Isoelektrische Fokussierung: Die analytische
Elektrofokussierung wurde auf Ampholine PAG-
plates im pH-Bereich 3,5 —9,5 durchgefithrt [16].
Der pH-Gradient wurde mit einer Oberflichenglas-
elektrode bestimmt. Anfiarbung sowie densitome-
trische Auswertung erfolgten wie oben beschrieben.

¢) Enzymkinetische Messungen: Fir kinetische
Messungen wurde aufler dem Aktivitétstest nach Ell-
man [7] auch die pH-Stat-Methode von Heilbronn
[17] mit zwei Syringen benutzt. Dabei wurden
30ml einer Losung vorgelegt, die 0,1 M an NaCl,
0,04 M an MgCl,, 0,005-proz. an BSA und 10 bis
0,05 mM an Acetylcholinjodid war. Nach Einstellen
der Losung auf den gewiinschten Titrations-pH wurde
bei 25 oder 37 °C zehn Minuten lang die Nullrate
bestimmt und dann die Reaktion durch Zugabe von
100 ul Enzymlésung in 0,01 -proz. BSA gestartet.

Michaeliskonstanten ~ wurden  graphisch nach
Lineweaver und Burk [18], Substratoptima durch
Auftragen der Umsatzgeschwindigkeit gegen den
Logarithmus der Substratkonzentration ermittelt.
Hemmkonstanten wurden nach Dixon [19] mit
Acetylthiocholin als Substrat bestimmt. Lipidaktivie-
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rungsversuche nach Sihotang [20] wurden mit Rin-
dererythrozytenlipid (mit n-Butanol nach I ¢. [21]
extrahiert), Phosphatidyldthanolamin und Phos-
phatidylserin durchgefiihrt.

d) Proteinchemische Untersuchungsmethoden: Zur
Aminosdurenanalyse wurde das gereinigte Enzym
zuerst gegen 0,1 M KCl, dann gegen bidest. Wasser
dialysiert und anschlieffend gefriergetrocknet. Die
Hydrolyse erfolgte mit konstant siedender Salzsdure
in verschlossenen, evakuierten Glasrohrchen fiir 20,
48 oder 72 h bei 110 °C. Die Analysen wurden auf
einem BioCal Aminosadurenanalysator BC 201 durch-
gefiihrt. Cystein wurde nach Parameisensiaureoxyda-
tion [22] als Cysteinsdure, Trypthophan spektro-
photometrisch nach Beaven und Holiday [23] und
Hydroxyprolin nach Bondjers und Bjorkerud [24]
bestimmt. Zur Ermittlung der N-terminalen Amino-
sduren wurde das gefriergetrocknete Enzym nach
Gray [25] mit Dansylchlorid umgesetzt und hydro-
lysiert. Nach ihrer Extraktion wurden die fluores-
zenzmarkierten Aminosduren durch zweidimensio-
nale Chromatographie auf polyamidbeschichteten
Aluminiumfolien [26, 27] aufgetrennt und identi-
fiziert.

Ergebnisse und Diskussion

Reinigung der Acetylcholinesterase
(siehe auch Tabelle I)

Die spez. Aktivitdt der Acetylcholinesterase scheint
im Rohgift von Bungarus multicinctus mit 30,7 U/mg
etwas geringer zu sein als bei Bungarus fasciatus
(35,2 U/mg) [4], die beiden Werte sind jedoch nur
bedingt vergleichbar, da sie mit unterschiedlichen
Testmethoden ermittelt wurden. Das Enzym wurde
von CM-Sephadex festgehalten und konnte mit Am-
moniumacetatkonzentrationen zwischen etwa 0,17
und 0,24 mol/l wieder eluiert werden (Abb.1).
Schon das Elutionsprofil zeigte, dal das Gift von
Bungarus multicinctus mindestens drei verschiedene
Acetylcholinesteraseformen enthilt, die sich in ihrer
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Abb. 1. Gradientenelution der Acetylcholinesterase von der
CM-Sephadex-Saule. Aufgetragen sind die Absorption bei
280 nm ( ) und die Acetylcholinesteraseaktivitit in
U/ml (- - - -) gegen die Fraktionennummer.

Ladung unterscheiden. Obwohl die Fraktionen mit
niederer Acetylcholinesteraseaktivitat verworfen wur-
den, fanden wir nach der Ionenaustauschchromato-
graphie an CM-Sephadex eine hohere Gesamtaktivi-
tat als im Rohgift, ein Phanomen, das durch die Ab-
trennung eines im Gift ebenfalls vorhandenen Ace-
tylcholinesterase-Inhibitors erklart werden konnte.

m-{6-(6-Aminocaproylamino)caproylamino Jphenyl-
trimethylammoniumbromid ist fiir die Acetylcholin-
esterase aus dem Gift des gestreiften Krait ein kom-
petetiver Hemmer (K;=0,65%0,05uM). An Se-
pharose gekoppelt halt diese Verbindung das Enzym
sehr gut fest: Bei der Affinitatschromatographie
wurden 99,4% der aufgetragenen Aktivitit gebun-
den. 92% lieBen sich mit Tetramethylammonium-
chlorid wieder eluieren, 3% anschlieBend noch mit
1 M NaCl (in Tab. I nicht beriicksichtigt).

Das gereinigte Enzym wurde in 94% Ausbeute
und 140-fach angereichert erhalten. Es hat eine spez.
Aktivitit von 4290 U/mg (Acetylthiocholin als Sub-
strat, Ellman-Test) bzw. 6060 U/mg (Acetylcholin, pH-
Stat-Test, pH 8,0, 25 °C). Bei 37 °C wurde mit dem
pH-Stat-Test eine spez. Aktivitit von 6210 U/mg er-
mittelt, wihrend Kumar und Elliott [4] unter ver-
gleichbaren Bedingungen fiir das Enzym aus Bun-
garus fasciatus 4512 U/mg fanden.

Tab. I. Reinigung der Acetylcholinesterase aus dem Gift von Bungarus multicinctus (Durchschnittswerte aus 5 Pripara-

tionen).
Volumen Proteinkonz. Gesamt-  Aktivitdit  Gesamt- Spez. Akt. Anreicherungs- Ausbeute
[ml] [mg/ml] protein  [U/ml] aktivitdt [U/mg] faktor [%]
[mg] U]
Rohgiftlosung 5,0 107 535 3285 16 440 30,7 — 100
CM-Sephadex-Saule 152 0,245 37,3 110,2 16 780 450 15 102
Affinitdtssaule 12,0 0,301 3,61 1290 15 500 4290 140 94
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Abb. 2. Disk-Gelelektrophorese der gereinigten
Asgo Acetylcholinesterase aus dem Gift von B. mul-
ticinctus. Die Pfeile zeigen die Lage der vier
a) erkennbaren Banden. a) Coomassie-Farbung
04 (6 ug) ; b) Esterase-Anfirbung (5 U).
)
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Molekulare Eigenschaften

Bei der Disk-Elektrophorese der gereinigten Ace-
tylcholinesterase (Abb. 2a und 2b) fanden wir
neben einer Haupt- noch drei Nebenbanden, die
ebenfalls Esteraseaktivitdt besalen und sich auf Zuk-
ker anfirben lieBen. Diese Beobachtung ist in Uber-
einstimmung mit einer neueren Arbeit der Gruppe
um Elliott [28], in der die diskelektrophoretische
Auftrennung der Acetylcholinesterase aus Bungarus
fasciatus in ebenfalls vier Banden beschrieben wird.
Auch bei grofleren Proteinmengen (50 g pro Gel)
fiel die Sudanschwarzfarbung negativ aus; es scheint
sich demnach bei der Acetylcholinesterase aus Bun-
garus multicinctus um kein Lipoprotein zu handeln.

Die gefundenen vier Acetylcholinesteraseformen
unterscheiden sich hochstwahrscheinlich nur in ihrer
Ladung, denn bei der Gradientengelelektrophorese,
wo die Auftrennung praktisch nur nach Molekil-
grofle erfolgt, wurde nur eine, allerdings etwas asym-

metrische Bande gefunden (Abb. 3). Das Molekular-
gewicht des Enzyms im nativen Zustand wurde hier-
bei zu 140 000 = 5000 abgeschatzt.

Bei der SDS-Gelelekirophorese konnten auch bei
Proteinmengen von 50 ug pro Gel keine Verunreini-
gungen gefunden werden; in Gegenwart wie auch in
Abwesenheit von Mercaptodthanol als Disulfidbrik-
ken spaltendes Reagenz wurde nur eine Bande gefun-
den. Das Molekulargewicht der entsprechenden Ace-
tylcholinesterase-Untereinheit liegt bei 70 000 = 2000
(Abb. 4).

Eine weitere Bestatigung, daf} sich die verschie-
denen Acetylcholinesteraseisoenzyme nur ladungs-
malig unterscheiden, ergab die isoelektrische Fokus-
sierung in Polyacrylamiddiinnschichtgelen (Abb. 5 a
bis c). Das gereinigte Enzym lie} sich hierbei in
eine Hauptbande (pI=5,98=+0,05), zwei stirkere
(pI=6,1710,05 und 5,84+ 0,06) und drei sehr
schwache Nebenbanden aufspalten. Lee et al. [28]

Abb. 3. Bestimmung des Molekulargewichts
des gereinigten, nativen Enzyms durch Gra-
dientenelektrophorese in Polyacrylamidgelen
mit 4—26% Monomergehalt (Esterase-Anfir-
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bung, 16 U). Oben sind die Laufstrecken der
BSA-Oligomeren aufgetragen.
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Abb. 4. Molekulargewichtsbestimmung der Acetylcholin-
esterase-Untereinheiten durch SDS-Gelelektrophorese. 1,
RNA-Polymerase, M; 39000 (a-Kette), 155000 (B),
165 000 (f’); 2, Phosphorylase a, M 100 000; 3, BSA, M:
68 000; 4, Katalase, M; 58 000; 5, Chymotrypsinogen A,
M, 25 700.

fanden bei dem Enzym aus Bungarus fasciatus zehn
Banden mit isoelektrischen Punkten zwischen pH 4,3
und 5,3.

Enzymatische Eigenschaften

Das Enzym wird als wahre Acetylcholinesterase
durch hohe Konzentrationen seines Substrats ge-
hemmt. Die Michaeliskonstante fiir Acetylcholin ist
K,=431t4 um (pH-Stat-Test; 0,1 M NaCl, 0,04 M
MgCl,, 0,005% BSA, pH 8,0, 25 °C), das Substrat-
optimum liegt bei 8301 60 uM. Diese Werte liegen
sehr nahe bei den fiir das Enzym aus B. fasciatus ge-
fundenen [4]. Fiir Acetylthiocholin ist K,,=51%
Sum (photometrischer Test; 94 mm Phosphat,
0,31 mm DTNB, pH 8,0, 25 °C) und das Substrat-
optimum 4801 90 M.

Die Lipidaktivierungsversuche ergaben folgende
Ergebnisse: Wurde die Enzymprobe mit 0,01-proz.
BSA in 0,15M NaCl verdinnt, so wurde mit Ery-
throzytenlipid und Phosphatidyldthanolamin keine
signifikante Aktivierung erzielt; Phosphatidylserin
ibte einen bis zu 90-proz. Hemmeffekt aus. Wurde
das Enzym nur mit 0,15M NaCl verdiinnt, so war
die Aktivitit erheblich geringer als in Gegenwart von
BSA. Dann aktivierten Erythrozytenlipid bis zu 30%
und Phosphatidyliathanolamin bis zu 50%, es wurden
aber dennoch nicht die Aktivititen des in Gegenwart
von BSA verdiinnten Enzyms erreicht. Phosphatidyl-
serin hingegen hemmte auch in Abwesenheit von
BSA, und zwar bis zu 100%. Interessant ist hier der
Vergleich mit der aus Rindererythrozyten solubili-

20
1=598+005 pH
Asgo a) .
i A
15
o s 7
ol TpI=61720,05 6
1.0 e 5
o° L
051
pl=58L:008
Asgo
’[ 04 8
7
6
5
02 L,
Ass5 r8
c)
’[ 021 7
6
0,1 Ls
4

Abb. 5. Analytische Elektrofokussierung der gereinigten
Acetylcholinesterase auf Polyacrylamiddiinnschichtgelen. Der
pH-Gradient ist gepunktet eingezeichnet. a) Coomassie-Far-
bung (16 ug); b) Esterase-Anfarbung (35 U); c) Zucker-
Féarbung (24 ug).

sierten Acetylcholinesterase [29], die durch Cardio-
lipin gehemmt und durch Phosphatidylserin aktiviert
wird.

Die Stabilitit des Enzyms ist in 0,01 M Phosphat-
puffer, pH 7,4 in Gegenwart von 0,15 M NaCl nicht
besonders gut; nach etwa zwei Wochen bei 4°C
nimmt die Aktivitat rasch ab. In Gegenwart von
0,2 M Tetramethylammoniumchlorid und 0,5 M NaCl
ist es sehr gut haltbar: Nach 250 Tagen und bei
einer Proteinkonzentration von 0,35 mg/ml war noch
kein Aktivitdtsverlust feststellbar.
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Tab. II. Aminosdurenzusammensetzung der Acetylcholin-
esterase (Angaben in mol/100 mol).

Bungarus
fasciatus ®

Bungarus
multicinctus &

Asparaginsiure 11,1104 11,4
Threonin 4,9+0,1 4,8
Serin 6,310,4 6,7
Glutaminsdure 9,3+0,2 9,5
Prolin 8,3%0,3 8,6
Glycin 8.4+03 8.6
Alanin 7,610,3 7,6
Cystein 1,2+0,05¢ 0,95
Valin 6,01+0,3 6,7
Methionin 2,01+0,6 1,9
Isoleucin 3,8+0,4 2,9
Leucin 10,1+0,2 10,5
Tyrosin 3,810,1 3,8
Phenylalanin 5,0+0,05 5,7
Lysin 3,3+0,2 2,9
Histidin 2,0+0,1 1,9
Arginin 5,410,2 5,7
Tryptophan 1,74d —

a Mittelwerte aus 6 Analysen.

b Nach Kumar und Elliott [3]; auf Molprozente umge-
rechnet.

¢ Als Cysteinsdure nach Perameisensdureoxydation [22].
d Spektrophotometrisch [23].
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Acetylcholinesterase aus dem Gift von Bungarus multicinctus

Proteinchemische Untersuchungen

Als N-terminale Aminosduren wurden Serin und
Glycin bestimmt, wahrend Kumar und Elliott [3]
beim Enzym aus Bungarus fasciatus nur eine end-
stindige Aminosdure (Leucin) fanden. Daraus
ergibt sich, dall die beiden Untereinheiten vom
Molekulargewicht 70 000 nicht identisch sein kon-
nen.

Die Ergebnisse der Aminosdurenanalyse stehen in
Tab. II und sind dort den Werten der Acetylcholin-
esterase aus Bungarus fasciatus gegeniibergestellt.
Signifikante Unterschiede sind nur bei Cystein, Va-
lin, Isoleucin und Phenylalanin festzustellen. Der
Hydroxyprolingehalt ist mit 0,0231+0,02% prak-
tisch gleich Null. Die Acetylcholinesterase aus dem
Gift von Bungarus multicinctus hat also keine kolla-
gendhnlichen Strukturen wie sie beim Enzym aus
dem elektrischen Organ [30] gefunden wurden.
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